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Kannabinoidireseptorit ovat osa endokannabinoidijdrjestelmdd, joka muodostaa
lipidipohjaisen signaalijérjestelmén ihmisen keskushermostossa. Erityisesti aivoissa
esiintyvien CBIl-reseptorien on todettu olevan osallisia erilaisissa fysiologisissa ja
patologisissa toiminnoissa. CB1-reseptorit liittyvit myds neuropsykiatrisiin sairauksiin
ja aivojen rappeumaan.

Positroniemissiotomografia on ei-invasiivinen ja erittdin herkkd menetelmi, jota on
hyodynnetty CBl-reseptorien tutkimuksessa. Positroniemissiotomografia perustuu
positroniemittoiviin radionuklideihin. PET-kannabinoidimerkkiaineissa on kéytetty
positroniemittoivina radionuklideina hiili-11:td ja fluori-18:aa. CBl-reseptorille on
kehitetty useita PET-merkkiaineita, joista osaa on kdytetty prekliinisissd ja kliinisissd
tutkimuksissa. PET-kannabinoidimerkkiaineiden kehityksessé haasteena on useat niille
asetetut vaatimukset, jotka ovat olennaisia onnistuneen kuvantamisen kannalta.
Radioleimauksiin on kiytetty useita menetelmii, mutta siirtymévilitteinen '*F-fluoraus
on tarjonnut mahdollisuuden suoraviivaiseen ja tehokkaaseen merkkiaineiden
radioleimaamiseen.

Tissd tutkimuksessa valmistettiin kuparivilitteistd '®F-fluorausta varten trimetyylitinattu
lahtéaine  (3R,5R)-5-(3-trimetyylistannyylifenyyli)-3-[(R)-1-fenyylietyyliamino]-1-(4-
trifluorimetyylifenyyli)-pyrrolidiini-2-oni. ~ ['®F]Fluoridin  aktivointiin  kiytettiin
atseotrooppista tislausta ja kiintedfaasiuuttoa ja verrattiin niiden ['®F]fluoridin
aktivointimenetelmien vaikutusta '®F-fluorauksen onnistumiseen. CBIl-reseptoreille
spesifinen  radioligandi  ['*FJFPATPP, (3R,5R)-5-(3-['®F]fluorifenyyli)-3-[(R)-1-
fenyylietyyliamino]-1-(4-trifluori-metyylife-nyyli)pyrrolidiini-2-oni valmistettiin
onnistuneesti  kuparivilitteiselldi  '8F-fluorauksella kdyttden trimetyylitinattua
lihtainetta. Kuparivilitteinen '®F-fluoraus on potentiaalinen vaihtoehto ['*F]JFPATPP:n
valmistamiseksi, mutta tutkimus jétti tilaa synteesin jatkokehitykselle.

Avainsanat: Kannabinoidireseptori, CBIR, positroniemissiotomografia, FPATPP, fluori-

18, kuparivilitteinen '®F-fluoraus
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1. Johdanto

1.1. Kannabinoidireseptorit

Kannabinoidireseptorit ovat osa endokannabinoidijdrjestelmdd, joka muodostaa
lipidipohjaisen signaalijdrjestelmén ihmisen keskushermostossa. Kannabinoidireseptorit
on jaettu kahteen alaluokkaan, kannabinoidireseptori 1 (CB1R) ja kannabinoidireseptori
2 (CB2R).! CBI- ja CB2-reseptorit kuuluvat G-proteiinikytkeisiin reseptoreihin, jotka
koostuvat 7 transmembraanin domeenin rakenteista.'> Molemmat reseptorit ovat
kytkeytyneet Gio proteiinien kautta negatiivisesti adenylaattisyklaasiin ja positiivisesti
mitogeeniaktivoituun proteiinikinaasiin. CB1- ja CB2-reseptorit ovat rakenteellisesti 44
prosenttisesti samankaltaisia.  CBl-reseptoreita sijaitsee runsaasti pikkuaivoissa,
mustatumakkeessa, hippokampuksessa, aivokuorukassa, linssitumakkeen pallossa ja

58 CB2-reseptoreita esiintyy immuunisoluissa,

lateraalisissa aivojuovion osissa.
esimerkiksi lymfosyyteissd, makrofageissa, syottdsoluissa, luonnollisissa tappajasoluissa
ja mikrogliassa.” CB1-reseptorit ovat osallisia monissa fysiologisissa ja patologisissa
toiminnoissa, kuten aivojen kehitys, tajunta, muisti ja ruokahalu.!®!! CB1-reseptori liittyy
my0s neuropsykiatrisiin sairauksiin ja aivojen rappeumaan, kuten skitsofreniaan ja

Alzheimerin tautiin.'>"?

1.1.1. Kannabinoidireseptorien toiminta

G-proteiinikytkeisten reseptorien ligandit voidaan jakaa neljdéin kategoriaan niiden
vuorovaikutuksen perusteella. Agonisti sitoutuu reseptoriin ja saa aikaan vasteen ja
konformaation muutoksen. Antagonisti ei saa aikaan vastetta ja samalla estdd agonistia
sitoutumasta. Osittainen agonisti ei saa aikaan tdyttd vastetta, mistd johtuen
konformaation muutos ei ole tiydellinen. Osittainen agonisti estdd agonistin
sitoutumisen, koska sitoutumiskohta on miehitetty ja agonistin aikaansaamaa taydellista
vastetta el padse syntymaén. Kéddnteisagonisti sitoutuu kohdereseptoriin, mutta saa aikaan
vastakkaisen vasteen, kuin agonisti. Ligandin toimintatapa ei vaikutan sen ja reseptorin
viliseen affiniteettiin.’

Gij-tyypin G-proteiinien vilitykselld tapahtuva CB1- ja CB2-reseptoreiden aktivaatio
voi johtaa wuseisiin solunsisdisiin tapahtumiin, jotka ovat usein solutyyppi- ja
agonistispesifisid. CBI1- ja CB2-reseptoreiden aktivaatio voi johtaa janniteportillisten

kalsium kanavien inhibitioon ja CBIl-reseptorien tapauksessa myods kalium kanavien



aktivaatioon. Adenylaattisyklaasientsyymin aktivaatio tapahtuu G-proteiinien
vilitykselld. Entsyymin inhibitio johtaa alhaisempaan syklisen adenosiinimonofosfaatin
(cAMP) pitoisuuteen, miki toimii soluissa toisioldhettind. '4 Elimistdssi esiintyy kahta
endogeenistd kannabinoidiagonistia CB1- ja CB2-reseptoreille. Anandamidia (AEA, 1)
ja 2-arakidonylliglyserolia (2-AG, 2) valmistetaan postsynaptisissa membraaneissa.'”
Runsaasti  CBl-reseptoreita  sisdltdvissi ~ GABAergisissd ja  glutamergisissi
presynapseissa CBl-reseptoreihin sitoutuvat AEA ja 2-AG inhiboivat aivojen
valittdjdaineiden, kuten = gamma-aminovoihapon = (GABA) ja  glutamaatin

16,17

vapautumista. Hydrolyyttisten entsyymien lisdksi anandamidi metaboloituu

rasvahappoamidihydrolaasin (FAAH) seurauksena ja 2-arakidonyyliglyseroli

1820 Spesifiset

monoasyyliglyserolilipaasin (MAGL) seurauksena.
kannabinoidireseptorin vuorovaikutusproteiinit CRIPla ja CRIP1b liittyvdit myds
kannabinoidireseptorien toimintaan. Niiden uskotaan sddtelevin solunsisiista
kulkeutumista, vaimennussddtelyd, signaalien vélitystdi ja perusluonteista CBI-

reseptorien aktiivisuutta.?!

Kuva 1. Anandamidin (1) ja 2-arakidonyyliglyserolin (2) rakenteet.

Hua et al.?? ovat tutkineet CB1-reseptorin rakennetta ja sitoutumista. He tutkivat CB1-
reseptoria AM6538 (3) antagonistin avulla, joka pohjautuu rimonabanttiin (4). AM6538
stabiloi ligandin ja CBl-reseptorin kompleksia edistden CB1-kiderakennetta.
Kompleksin avulla saatiin selville monimutkainen sitoutumistaskujen verkosto, joka
koostuu reseptorin eri alueille ulottuvista kanavista ja toissijaisista sitoutumistaskuista.
Kolmeosainen ligandirakenne on tyypillinen CBl-reseptorien antagonisteilla ja
kéaénteisilla antagonisteilla ja sen uskotaan olevan tirked reseptorin signaloimattoman
konformaation joustavuuden kannalta (kuva 2). Rimonabantin, otenabantin (5) ja

taranabantin (6) rooli sitoutumisessa pystyttiin kuvailemaan yhdistimélld CBI1-



reseptorin  3D-rakenne ja antagonistien molekulaarinen sitoutuminen. Rakenteen
ensimmdinen osa on tirked korkean sitoutumisen affiniteetin kannalta ja sijaitsee
reseptorin antagonisti-sitoutumisalueella. Rakenteen toinen osa ulottuu hydrofobisella
sitoutumisalueella sijaitsevaan pitkddan kanavaan. Rakenteen kolmas, aromaattinen tai
alifaattinen osa painaa membraanin ldpdisyalueella heliksejd I ja II. Tdma johtaa heliksien
taipumiseen ulospdin ja mahdollisesti muuttaa reseptorin farmakologista signaalitilaa.
Rakenteen kolmannen osan kookas rengasrakenne todenndkdisesti vaikuttaa CBI
antagonismiin. Rakenteen kolmannessa osassa on mahdollista kéyttdd erilaisia
kemiallisia ryhmié ja rakenteen toisessa osassa fenyylirenkaan para-asemaan pystytidén

kiinnittiméiin esimerkiksi pitka hiiliketju.??
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Kuva 2. AM6538 (3), rimonabantin (4), otenabantin (5) ja taranabantin rakenteet (6).22



1.2. Positroniemissiotomografia

Positroniemissiotomografia (PET) on ei-invasiivinen ja erittdin herkkd menetelma , jolla
voidaan saada tietoa erilaisista biologisista ja farmakologisista prosesseista.”> PET-
merkkiaineita kdyttdimalld pystytddn saamaan kvantitatiivista tietoa esimerkiksi tietyn
merkkiaineen reseptoreiden micehitystasosta. Positroniemissiotomografiassa
hyddynnetddn B'-hajoamisen kautta puoliintuvia radionuklideita. B*-hajoamisessa
atomin ytimestd emittoituu positroni, joka vuorovaikuttaa vdliaineen kanssa ja menettaa
energiansa ionisoituaan sitd. Positronin kulkemaan matkaan vaikuttaa sen energia.
Positroni annihiloituu elektronin kanssa pysdhdyttydin, jolloin syntyy kaksi 511 keV
gammakvanttia, jotka ldhtevit vastakkaisiin suuntiin. Energia vastaa positronin ja
elektronin lepomassaa. Kuvattavan kohteen ympérilla olevat detektorit havaitsevat
useiden annihilaatioiden seurauksen syntyneet gammakvantit, jolloin PET-kameraan
liitetty laitteisto pystyy paikantamaan annihilaatioiden tapahtumapaikat ja

muodostamaan PET-kuvan.?*

1.3. PET-merkkiaineet

Merkkiaineilla on useita vaatimuksia, jotta kuvantamisella saadaan aikaiseksi
laadukkaita PET-kuvia. Merkkiaineiden selektiivisyys ja sitoutumisen affiniteetin
kohteena olevaan reseptoriin tulee olla korkea, mutta mikéli reseptoreita on runsaasti,
vaatimus korkeasta affiniteetista ei ole niin kriittinen.>> Affiniteettia kuvata eri tavoin. In
vitro -tehokkuutta kuvataan Kp-arvolla, kilpailevaa inhibitiota kuvataan Ki-arvolla ja ICso-
arvo kuvaa konsentraatiota, jolla kilpaileva inhibiittori tuottaa 50 % inhibition.®

Aivojen reseptorien kuvantamiseen tarkoitettujen merkkiaineiden tulee lépdista veri-
aivoeste. Reseptorien kuvantaminen on tilloin tehokasta ja samalla minimoidaan muun
kehon ja elinten saama annos. Aivoesteen ldpdisyyn vaikuttaa merkkiainemolekyylin
lipofiilisyys, molekyylipaino ja vetysidosten muodostaminen. Molekyylipainon rajana
pidetdin 400—600 Daltonia. Vetysidosten muodostaminen tulisi olla mahdollisimman
vihiistd.?” Liian alhainenen lipofiilisyys heikentiii veri-aivoesteen lidpdisyd ja voi johtaa
heikkoon sekd viivéstyneeseen kulkeutumiseen aivoihin. Liian korkea lipofiilisyys voi
my0Os haitata veri-aivoesteen ldpdisyd, koska merkkiaine pysyy sitoutuneena
lipidimembraaneihin tai veren proteiineihin.?® Lipofiilisyyden ollessa optimaalinen,
epaspesifiset sitoutumiset minimoituvat ja merkkiainemolekyyli kulkeutuu pois alueilta
missd el ole kohteena olevia reseptoreita. Maksan metabolian seurauksena syntyvien

merkkiainemetaboliittien tulisi ldpdistd veri-aivoeste heikosti verrattuna alkuperdiseen



merkkiainemolekyyliin, jotta eri alueiden kuvantaminen ei vddristyisi véérien signaalien
takia. Lipofiilisyyden ilmoittamiseen kéytetddn useita eri termejd kuten logP ja logD.
Lipofiilisyys mééritetddn erottelemalla yhdiste oktanolin ja puskurin vélilld. Yhdisteen
logaritmiset konsentraation suhteet oktanolikerroksessa jaetaan puskurikerroksessa
olevilla, jolloin saadaan logP.?® Fysiologisessa pH:ssa tehdyssi mittauksessa kiytetdin
alaindeksini arvoa 7.4.>° LogD-arvo ottaa mirityksessd huomioon kaikki liukoisuuteen
vaikuttavat tekijat. Lipofiilisyyden ajatellaan olevan optimaalinen veri-aivoesteen
lipdisyyn ja ei toivottujen sitoutumisten vilttimiseen, kun logP arvo on vililld 2,0-3,5.%°

Endogeenisilla CB1 -reseptoreiden ligandeilla on kohtalainen affiniteetti ja ne ovat
lipofiilisid, minkd vuoksi ne soveltuvat heikosti PET-merkkiaineiden kehityksen
kohteeksi. Lipofiilisyyttd optimoimalla on kehitetty merkkiaineita, joiden affiniteetti on
pystytty pitdmdin korkeana.

Metabolian seurauksena syntyvét merkkiainemetaboliitit ja radioleimat aiheuttavat
vadristymad kuvantamistuloksiin. On tirkeéa, ettei merkkiaine metaboloidu liian nopeasti
elimistossd. Uusia merkkiaineita kehitettdessd yhdisteen rakenteeseen ja radioleiman
sijaintiin on kiinnitettdva huomiota.

Molaarinen aktiivisuus (Am) tarkoittaa radioaktiivisuuden suhdetta ainemééraan
(Bg/mol). Fluori-18:n teoreettinen maksimi on Am = 63 TBq/umol ja hiili-11:n Am =341
TBqg/umol. Laboratorio-olosuhteissa saavutettujen molaaristen aktiivisuuksien maksimit
jadvat huomattavasti teoreettisia arvoja alhaisemmiksi, fluori-18:n Am = 1 TBgq/umol ja
hiili-11:n Am = 5 TBq/umol.>! Korkea molaarinen aktiivisuus on tirkei, kuvannettaessa
reseptoreita, joiden esiintymien tiheys on alhainen. Mikéli molaarinen aktiivisuus on
alhainen, ei-radioaktiivinen yhdiste saattaa miehittdd reseptoreita ja radioaktiivinen
merkkiaine ei padse sitoutumaan reseptoreithin, mikd voi heikentdd kvantitatiivista
analyysid ja PET-kuvien kvalitatiivista tulkintaa.’'*> Korkea molaarinen aktiivisuus on
erityisen tirkedd kiytettdessd bioaktiivisia ja toksisia merkkiaineita, jolloin liian suuri
madrd ei-radioaktiivista yhdistettd saattaa aiheuttaa farmakologisia tai toksisia
vaikutuksia. Molaarista aktiivisuutta heikentdd radionuklidin sekoittuminen stabiilin
nuklidin kanssa. Stabiilin nuklidin kontaminaatioita voi aiheutua radionuklidin
tuotantoprosessissa, siirtolinjoista ja synteesid tehdessd reagensseista ja hiili-11:sta
kohdalla ilmasta.’'** Molaarista aktiivisuutta on mahdollista kasvattaa rajallisesti
siteilytysaikaa pidentimilli seki siteilytysvirtaa kasvattamalla.®!

Kannabinoidimerkkiaineissa radionuklidina kdytetdin yleensd hiili-11:td ja fluori-
18:aa niiden ominaisuuksien takia. Molemmat emittoivat hajotessaan positroneita (87),

joiden annihilaatio elektronien kanssa saa aikaan kaksi 511 keV gammakvanttia, jotka



voidaan havaita PET-kameralla. Hiili-11 hajoaa B'-hajoamisen kautta 99,8 prosenttisesti
ja elektronikaappauksella (EC) 0,2 prosenttisesti. Vastaavat lukemat fluori-18:1la ovat
96,7 % B"-hajoamisella ja 3,3 % EC:lla. Fluori-18:n etuna on sen pidempi
puoliintumisaika (T12= 109,8 min) verrattuna hiili-11:n puoliintumisaikaan (T2 = 20,4
min). Pidempi puoliintumisaika mahdollistaa monimutkaisempien synteesien ja
puhdistuksien tekemisen. Pidempi puoliintumisaika mahdollistaa myods merkkiaineen
kuljettamisen muualla sijaitsevaan kuvantamispaikkaan. Fluori-18:1la on alhainen
positronin maksimienergia (Emax = 634 keV) verrattuna hiili-11:n (Emax = 960 keV).
Positronin maksimienergia vaikuttaa positronin kulkemaan matkaan viliaineessa, joten
alhainen Emnax mahdollistaa hyvén paikkaresoluution PET-kuvantamisessa. Nestemiisen
fluori-18:sta kisittely on helpompaa verrattuna ['*F]F2, joten fluori-18 valmistetaan usein
syklotronilla ydinreaktiolla '30(p,n)!®F siteilyttimilld kohtiossa olevaa happi-18
rikastettua vettd. Hiili-11 tuotetaan yleensi syklotronilla ydinreaktiolla *N(p,a)''C,
jolloin saadaan joko ['!C]CHa tai [!'C]CO,, riippuen kohtiokaasusta. ''C voidaan kiyttii
orgaanisten yhdisteiden leimaamiseen. Se on kéytdnnollinen, koska se ei vaikuta
farmakokinetiikkaan tai sitoutumisprofiileihin. Fluorilla voidaan korvata molekyylissé
esimerkiksi vety tai hydroksyyliryhma, milld voi olla yhdisteen stabiilisuutta kasvattava
vaikutus suhteessa metaboliaan. Fluori voi vaikuttaa yhdisteen kykyyn kulkeutua
membraanin ldpi laskemalla molekyylin eméksisyyttd. Liséksi fluori voi lisétd yhdisteen

sitoutumisen affiniteettia.>*

Taulukko 1. Radionuklidien ominaisuuksia.>>

Positronin Positronin An
Radionuklidi  Puoliintumisaika Hajoaminen .. . maksimimatka  teoreettinen
maksimienergia . o
vedessi maksimi
[min] [%] [keV] [mm] [TBg/umol]
+
e 20,4 B (99.8) 960 4,2 341
EC (0,2)
+
Bp 109,8 B (96,7) 634 2,4 63
EC (3,3)




1.4. PET-kannabinoidimerkkiaineet

1.4.1. (O-5"-['8F]- A>-THC

A°-Tetrahydrokannabinolin (A°>~-THC, 7) on kannabiksen psykoaktiivinen ainesosa, joka
sitoutuu CB1-reseptoreihin. A°>-THC:n 16ysivit Gaoni ja Mechoulam vuonna 1964 .36 A°-
THC ei sovellu CB1-reseptorien PET-kuvantamiseen yhdisteen ominaisuuksien, kuten

erittdin korkean lipofiilisyyden ja keskinkertaisen affiniteetin takia.

70

Kuva 3. A’-Tetrahydrokannabinolin (7) rakenne.

1.>7 valmistivat ensimmiisen A°-THC:in pohjautuvan CB1-reseptorien

Charalambous et a
merkkiaineen (-)-5"-['8F]- A3-THC (['®F]8), missi '®F-radioleima sijaitsee hiilivetyketjun
pidssi. Nukleofiilinen fluorinaatio tehtiin (-)-5"-OH- AS-THC:n ditriflaattille kiyttden
["*F]FK/Kryptofixia. Suojaus poistettiin litiumalumiinihydridilli. PET-tutkimukset
suoritettiin paviaaneilla ja hiirilld. ['®F]8 kulkeutui huonosti aivoihin ja distribuutio

aivoissa oli tasainen. Kulkeutuminen kalloon wviittasi radioleiman irtoamiseen

merkkiainemolekyylistd.>’

T,0
2 6-Lutidiini
CH,Cl,
. .
(CH,),CH,0H 0 °C- 30 min (CH,)4CH,OTf
18F- aq, K,CO4 LiAIH,
Kryptofix Et,O EtOAc
— > > >
CH,CN RT 15min 1 M HCI :
80 °C, 30 min /0 (CHy),CH,"8F
[eFi8

Kuva 4. (-)-5'-['"®F]- AS-THC:n (['®F]8) synteesi.



1.4.2. Rimonabanttiin pohjautuvia merkkiaineita

Rimonabantti, 5-(4-kloorifenyyli)-1-(2,4-dikloorifenyyli)-4-metyyli-N-(piperidin-1-
yyli)-1H-pyratsoli-3-karboksamidi ~ (SR141716A, 4) on selektiivinen CBIR-
antagonisti.’® Se kiihdyttdd rasva- ja sokeriaineenvaihduntaa ja siiti suunniteltiin
lihavuuslidkettd, kunnes rimonabantti yhdistettiin vakaviin haittavaikutuksiin.*’
Rimonabantista on kehitetty useita sitd muistuttavia radioligandeja, joita on leimattu sekd
fluori-18:sta ettd hiili-11:sta. ['8F]SR147963 (['*F]9), ['®F]SR144385 (['*F]10),
[*F]IAMS5144 (['8F]11), ['!C]SR 149080 ([''C]12) ja [!!C]SR 149568 (['!C]13) soveltuvat
kuitenkin huonosti kuvantamistarkoitukseen. Merikkiaineet ovat joko liian lipofiilisé ja

epispesifisii tai lipiisevit veri-aivoesteen heikosti.***

O
(0] @ 18|: @) /{\j\\) 18F () @

NH NH NH
N [ [\
Cl @m Cl @Cl Cl @m
Cl Cl Cl
4 [8F]9 ['8F]10
18|:
(‘O
. o o
NH NH NH
| N N
Br ©/C| H311CO @/u H311CO ©/C|
Cl Cl Cl
["8F111 ['"C]12 ["C]13

Kuva 5. SR141716A (4), ['®F]SR147963 (['®F]9), ['®F]SR144385 (['*F]10),
['’F]AMS144 (["*F]11), [''C]SR149080 (['!C]12) ja ['C]SR149568 ([!!C]13) rakenteet.

1-(2,4)-dikloorifenyyli)-4-syano-5-(4-[ ! Cmetoksifenyyli)-N-(piperidin-1-yyli)-1 H-py-
ratsoli-3-karboksamidin  ([!'C]JJHU75528/[''CJOMAR, [!!C]14) on valmistettu
radiometylaatiolla kiyttden ['!C]metyylijodidia (kuva 6). Synteesin kokonaisaika HPLC-

puhdistuksen ja formuloinnin kanssa oli noin 28 minuuttia.** Lopputuotteen



radiokemiallinen puhtaus oli yli 99 % ja puoliintumisaikakorjaamattomat
radiokemialliset saannot noin 15 %.** Molaariset aktiivisuudet olivat 235 + 108

GBg/umol (n = 11).#

0@ o@

NC f NC NH
| NH ["C]CHsl m
/ N 2M NaOH N
N Asetoni 1 N
HO Cl > H3 CO Cl
80 °C
Cl Cl
["'Cl14

Kuva 6. [''C]14 synteesi.

['!C]14 syntetisoinnissa on onnistuttu parantamaan yhdisteen affiniteettia (Ki = 11 nM),
spesifisyyttd ja laskemaan lipofiilisyyttd (logD74 = 3,6) verrattuna aikaisempiin
antagonisteihin. Eldinkokeet paviaaneilla ja hiirilld osoittivat, ettd merkkiaine kulkeutuu
aivoihin ja silli pystytdin kuvantamaan CB1-reseptoreita.***® Wong et al.*’*? tutkivat
[''C]14 merkkiaineella CB1-reseptoreita skitsofreniaa sairastavilla potilailla ja terveilld
kontrolleilla. Tutkimukset osoittivat kohonneen CB1-reseptorien saatavuuden, miké voi

johtua CB1-reseptorien kasvaneesta tiheydestd.*”*3

1.4.3. [8FIMK-9470

Burns et al.*

kehitti vuonna 2007 taranabanttiin pohjautuvan merkkiaineen N-[2-(3-
syanofenyyli)-3-(4-(2-[ '®F]fluorietoksi)fenyyli)-1-metyylipropyyli]-2-(5-metyyli-2-py-

ridiloksi)-2-metyylipropaaninamidi (['*F]MK-9470, ['8F]15). ['®F]15 on selektiivinen
kidnteisagonisti ja silli on korkea CBIR-affiniteetti.*” Merkkiaineella on tutkittu
radioligandin sitoutumista CBl-reseptoreihin ikdéntyvilld ihmisilld ja tutkittu
mahdollista sukupuolesta riippuvaista vaikutusta. Miesten ja naisten vililld havaittiin
eroavaisuuksia radioligandin sitoutumisessa eri aivojen alueille. CB1R-sitoutuminen
lisd4ntyy iin myotd etenkin limbisessi jirjestelmissi, motorisilla ja muistin alueilla.>

["*FIMK-9470 merkkiaineella on tutkittu myds pitkiiaikaisen kannabiksen polttamisen

vaikutuksia. Merkkiaineen avulla on pystytty vahvistamaan, ettd pitkdaikainen



kannabiksen  kédytt6  johtaa  tietyilld aivojen  alueilla =~ CBl-reseptoreiden
vaimennussiitelyyn.>!

['®F]15 on onnistuttu valmistamaan automatisoidulla GMP-tuotantoon soveltuvalla
synteesilld (kuva 7). ['®F]Fluoridin aktivointi on suoritettu atseotrooppista tislausta
kiyttden. Puoliintumisaikakorjatut radiokemialliset saannot ovat olleet 30,3 + 11,7 % (n
= 12) radiokemiallisen puhtauden ollessa 97,5 £ 1,2 % (n = 12). Saavutetut molaariset
aktiivisuudet ovat olleet 373,7 = 151,7 GBq/umol (n = 12). ['*F]15 on valmistettu myds
kiyttimilld ['®F]fluoribromietaania kaksivaiheisessa synteesissd, mutta nukleofiiliselld

['®F]fluorinaatiolla on saavutettu kuusinkertainen saanto.>

["*FIF- aq

K>CO3

K222

NG M= = NG > =
O | O~
CH3;CN  ["8F]KF/K32,
O 10 min, 100 °C O

(e} (e}
Tso—" 18Ff

['F]15

Kuva 7. ['®F]15 synteesi.

1.4.4. ["'CISD5024
Donohue et al.’* syntetisoivat selektiivisen CB1R-antagonistin (—)-3-(4-kloorifenyyli)-
N’-[(4-syanofenyyli)sulfonyyli]-4-fenyyli-4,5-divety-1 H-pyratsoli-1-karboksidiamidiini
([''C]SD5024, [''C](-)16). [!'C](-)16 sitoutuu CB1-reseptoreihin korkealla affiniteetilla
(Ki = 0,5 nM), mutta sen enantiomeerin affiniteetti osoittautui alhaisemmaksi (K; = 16,9
nM).>

Donohue et al. suorittivat radioleimauksen kiyttimillid [''C]syanidi-ionia, joka
valmistettiin syklotronilla valmistetusta [''C]metaanista (kuva 8). Radioleimaukseen
kaytettiin bromatun ldhtdaineen raseemista seosta. Tuote puhdistettiin kédédnteisfaasi-
HPLC:n avulla ja formuloitiin haihdutuksen jilkeen. Puoliintumisaikakorjattu
radiokemiallinen saanto oli 36 % (n = 2). Radiokemiallinen puhtaus oli yli 98 prosenttia
ja molaarinen aktiivisuus > 56 GBg/umol. Kokonaissynteesiaika oli noin 30 minuuttia.

Merkkiaineen arvioinnit suoritettiin apinoilla ja suurimmat kertyméarvot (SUV) mitattiin
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aivojuovioissa 48 minuuttia injektion jdlkeen. Kertyminen muualle aivoihin noudatti
CBl1-reseptorien esiintymien tiheytti eri alueilla.’ [''C]16 on osoittautunut lupaavaksi

hiili-11 leimatuksi CB1R-merkkiaineeksi ihmiskuvantamiseen.>*

M DMSO, ["'CICNK/Kgz0, Pd(PPh3), O ’
cl 110 °C Cl

["C]16

Kuva 8. ['!'C]16 synteesi.

1.4.5. [''C]MePPEP

Yasuno et al.>® syntetisoivat hiili-11:sta radioleimatun CBIR-merkkiaineen (3R,5R)-5-(3-
metoksifenyyli)-3-[(R)-1-fenyylietyyliammino]-1-(4-trifluorimetyylifenyyli)-pyrrolidii-
ni-2-oni ([''C]MEPPEP, [!!C]17). Merkkiaineella on korkea CB1R-affiniteetti (K, = 0,57
nM) ja se on kohtalaisen lipofiilinen (logD7.4 = 4,8).> [''C]SD5024 lipofiilisyys (logD7.4
= 3,8) on kuitenkin optimaalisempi verrattuna [!'C]17.>* Yasuno et al.*> sekii Donohue et
al.>¢ ovat valmistaneet [''C]17 merkkiainetta kaupallisilla synteesilaitteilla kiyttien
[''C]metyylijodidia (kuva 9). ['!'C]JCHsl valmistettiin syklotronilla valmistetusta
[''C]hiilidioksidista pelkistimalli ['1]CO; ensin [!'C]metaaniksi ja sitten halogenoimalla
[''C]metyylijodidiksi.’® Reaktio suoritettiin kaupallisen synteesilaitteen metallisessa
silmukassa, johon dimetyylformamidiin liuotettu l4htdaine oli laitettu odottamaan
[''C]JCH3L:n virtausta metanoliin liuotetun n-tetrabutyyliammoniumhydroksidin
kanssa.>>¢  Kiinteisfaasi-HPLC ja tuotteen formulaatio mukaan luettuna
kokonaissynteesiaika oli noin 40 minuuttia. Puoliintumisaikakorjattu radiokemiallinen
saanto oli 2,5 = 1,1 % (n = 57). Molaarinen aktiivisuus oli > 78,1 GBg/umol ja
radiokemiallinen puhtaus > 95 %. Saavutetut aktiivisuudet ja puhtaudet olivat riittavit

eldin- tai ihmiskuvantamiseen.>®
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o) "C]CHal O
F5;C H ["CICH, F3C\©\ H
me DMF, (n-Bu);NOH, MeOH N )’@
~ 3 min, RT
OH 011CH3

[MC]17

Kuva 9. [''C]17 synteesi.

[''C]17 merkkiaineen soveltuvuutta kuvantamistarkoituksiin on tutkittu eldinkokeissa
apinoilla. Kertymit aivoihin olivat linjassa CBI1R-esiintymien kanssa ja [''C]17
reversiibeli sitoutuminen CBl-reseptoreihin pystyttiin osoittamaan. Merkkiaineen
sitoutumista CB1-reseptoreihin havaittiin suurissa miérin aivojuovioissa ja pikkuaivoissa
ja vihemmaén talamuksessa ja aivosillassa. Kertymdhuiput (SUV) mitattiin pikkuaivoissa
10-20 minuuttia injektion jélkeen. [''C]17 kertymihuiput osoittautuivat kuusi kertaa
suuremmiksi verrattuna merkkiaineeseen [!'C]JHU75528.5°

Terry et al.”’ selvittiviit [!!{C]MePPEP soveltuvuutta CB1R-kvantitointiin ihmisill3.
Kertymi aivoihin oli korkea ja poistuma hidasta. Kertymi oli huipussa 60 minuuttia
injektion jdlkeen neocortexin alueilla. Aivokuorukassa havaittiin suurempi kertymé, mika
selittyy tiheilli CB1R-esiintymilld (kuva 10). [''C]17 kertyi aivoihin paremmin, kuin
["* FIMK-9470 ja ['!C]JHU75528. [''C]17 ei aiheuttanut farmakologisia vaikutuksia.>’
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Kuva 10. Vasemmalla ihmisen aivot kuvattuna positroniemissiotomografialla 40—-80
minuuttia injektiosta. Kiytetty merkkiaine [''C]MePPEP. Keskelld magneettikuva.
Oikealla PET- ja magneettikuva pdillekkiin. Kuva julkaistu oikeuksien haltijan luvalla.>’

1.4.6. ['FIFMPEP, ['*F|[FMPEP-d>
(3R,5R)-5-(3-Fluorimetoksifenyyli)-3-[(R)-1-fenyylietyyliamino]-1-(4-trifluorimetyyli-
fenyyli)-pyrrolidiini-2-oni  (['*FJFMPEP, ['®F]18) ja (3R,5R)-5-[(3-fluorimetoksi-
d>)fenyyli]-3-[(R)-1-fenyylietyyliamino]-1-(4-trifluorimetyylifenyyli)-pyrrolidiini-2-oni
(["*F]JFMPEP-d>, ['®F]19) ovat keskenidin hyvin samanlaisia. Donohue et al.’¢
syntetisoivat vuonna 2008 nimi CBI1R-spesifit merkkiaineet. ['*F]18 lipofiilisyys on
kohtalaisen korkea (logD7.4 = 5,7) ja sen in vitro -tehokkuus on suuri (Kp = 0,18 nM).>®
Radioleimaukset suoritettiin muokatulla kaupallisella synteesilaitteella. ['*F]fluoridi
(aq) valmistettiin syklotronilla ja aktivoitiin atseotrooppisella tislauksella. Donohue et
al.>¢  valmistivat radioleimausreaktiossa kiytettivin ['8F]fluorimetyylibromidin
nukleofiiliselld '"*F-fluorausreaktiolla dibromimetaanista ja ['*F]FK/K2,-kompleksista
asetonitriilissi. ['*F]Fluorimetyylibromidin puhdistus dibromimetaanista suoritettiin
sarjaan kytkettyjen silikageelipatruunoiden avulla. Dibromimetaani voi toimia
kilpailevana leimausreaktiossa, mikéli sitd ei sitd ei poisteta. Puhdistus on mahdollista
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tehdd myo6s kaasukromatografian avulla. Leimausreaktio tehtiin eméksisissd olosuhteissa
dimetyyliformamidissa (kuva 10). Kokonaissynteesiaika HPLC-puhdistus ja formulointi
mukaan luettuna oli noin 120 minuuttia. ['*F]18 radiokemiallinen saanto oli 5,9 + 1,3 %
(n = 3) ja molaarinen aktiivisuus synteesin loppuhetkelld > 57 GBqg/umol. ["*F]19
radiokemiallinen saanto oli 7,9 £ 2.4 % (n = 6) ja molaarinen aktiivisuus synteesin

loppuhetkellid > 68 GBg/umol. Molempien radiokemiallinen puhtaus oli yli 95 %.%¢

CH,Br, / CD,Br, [18F]CHQBI’F/
> s
CH.CN ['8F]CD,BrF

["8F]KF/K202

puhdistus

o] (n-Bu);NOH, MeOH o
F3C©Nb.ﬂ“ : Cs,CO;, 18-kruunu-6, DMF FSCQNb.‘\H C

10 min, 110 °C

OH R

['8F]18, R! = ["®F]OCH,F
['8F]19, R" = ['®F]OCD,F

Kuva 11. ['8F]18 ja ['®F]19 synteesit.

Terry et al.’® tutkivat merkkiaineiden ['®F]18 ja ['®F]19 soveltuvuutta eldimilli ja
ihmisilli. ['®F]19 kertyi paremmin apinoiden aivoihin ja kertymihuippu mitattiin
molemmilla merkkiaineilla 20 minuuttia injektion jdlkeen. Suurimmat kertymat
havaittiin molemmilla merkkiaineilla pikkuaivoissa ja aivosillassa. Spesifistd
sitoutumista CBIl-reseptoreihin tutkittiin estimdlld merkkiaineen sitoutuminen
rimonabantin avulla. Spesifinen sitoutuminen oli 80-90 %. ['®F]19 valittiin tutkimuksiin
ihmisilld, koska sen kertymd luuhun oli noin kolmasosan pienempi verrattuna ['*F]18
kertymiin.>

Ihmisilld tehdyt tutkimukset osoittivat merkkiaineen kerdintyvan alueille, missi
sijaitsee CBl-reseptoreita (kuva 12). Kertymdhuippu aivoissa saavutettiin noin 30
minuuttia injektion jdlkeen. Suurimmat kertymidt havaittiin aivokuorukassa ja
neocortexin alueella. Aktiivisuuden méédrd vidheni hitaasti aivoissa ja noin 85 %
huippuarvosta oli jdljelld kaksi tuntia injektion jdlkeen. Kertyma oli vdhiistd valkeassa
aineessa ja aivosillassa, toisin kuin apinoilla suoritetuissa tutkimuksissa. Aktiivisuutta

kertyi huomattavasti kalloon ja kallonpohjaan (clivus) erityisesti 120-300 min valilla,
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mik4 viittasi merkkiaineen ['®F]19 defluorinaatioon ja ['®F]fluoridin kertymiseen luuhun.
['®F]Fluoridi voi irrota ['®F]fluorimetoksiryhmisti metabolian seurauksena ja aiheuttaa
vadristymdd kuvantamistuloksiin, minkd vuoksi kuvantamisaika tulisi olla alle 120
minuuttia ['®F]19 merkkiaineella.®® Defluorinaatiota voidaan ehkiistd korvaamalla
['®F]fluorimetoksiryhmisti vetyji deuteriumilla. Hiilen ja deuteriumin vilinen sidos on
voimakkaampi verrattuna hiilen ja vedyn véliseen sidokseen ja kyseisen sidoksen
katkeamisen arvellaan olevan defluorinaatioon johtava vilivaihe.’®% ['8F]19 kertymai
aivoihin oli samankaltaista kuin [!!C]MePPEP-merkkiaineella, mutta ['*F]19 saavuttaa
huippuarvot nopeammin ja sen poistuma on nopeampaa. ['*F]19 tarkkuus on myds

parempi verrattuna ['!'C]MePPEP-merkkiaineeseen.’®

Kuva 12. Vasemmalla ihmisen aivot kuvattuna positroniemissiotomografialla 30—60
minuuttia injektiosta. Kiytetty merkkiaine ['SFJFMPEP-d>. Keskelli magneettikuva.
Oikealla PET- ja magneettikuva péaillekkdin. Kuva julkaistu oikeuksien haltijan
luvalla.’

['8F]FMPEP-d>-merkkiainetta on kiytetty tutkimustarkoituksessa eldimilli ja

ihmisilld. Takkinen et al.?®° tutkivat CBIR-muutoksia Alzheimerin taudin mallihiirill4.
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Tutkimukset osoittivat ['®F]19 soveltuvan CBl-reseptorien saatavuuden tutkimiseen
Alzheimerin taudin yhteydessi.®® Hirvonen et al.%! osoittivat ['*F]19 avulla pitkiaikaisen
kannabiksen polttamisen johtavaan reversiibeliin CB1-reseptorien vaimennussiitelyyn.°!
Borgan et al.? tutkivat CB1-reseptoreiden saatavuuden tasoja ensipsykoosissa. CB1-
reseptoreiden saatavuus oli laskenut antipsykoottisesti hoidetuilla ja hoitamattomilla
kohorteilla. Matala CBI1-reseptorien saatavuus korreloi vakavien oireiden ja heikon
kognitiivisen toimintakyvyn kanssa.®?> Lahesmaa et al.> ovat tutkineet CB1-reseptorien

ilmentymaii ihmisen ruskeassa rasvakudoksessa.®?

1‘64

Lahdenpohja et a julkaisivat vuonna 2020 kokemuksia pitkdaikaisesta

["®F]JFMPEP-d»:n GMP-tasoisesta tuotannosta. Synteesireitti on samankaltainen

Donohue et al.>®

julkaiseman synteesireitin kanssa. Synteesit on tehty itse rakennetulla
synteesilaitteistolla. ['®F]Fluorimetyylibromidin puhdistus on suoritettu
kaasukromatografian avulla ja reaktioaikana on ollut 5 minuuttia. 234 synteesin
perusteella kokonaissynteesiaika oli 83 + 7 min semipreparatiivinen HPLC-puhdistus ja
formulointi mukaan luettuna. Puoliintumisaikakorjattu radiokemiallinen saanto oli 16 +
6 % ja molaarinen aktiivisuus 600 + 300 GBg/umol. Radiokemiallinen puhtaus oli yli 95
% kaikissa kliiniseen kiyttoon vapautetuissa erissi. ['®F]19 lipofiilisyys ja radiolyysi
korkean radioaktiivisuuskonsentraation omaavassa formuloidussa tuotteessa olivat

atheuttaneet vastoinkdymisid. Radiolyysid pystyttiin vdhentdmddn askorbiinihapon

avulla.®

1.4.7. ['FIFPATPP
Lahdenpohja et al.%® syntetisoivat ['*F]JFMPEP-d> muistuttavan CBI1R-spesifin
merkkiaineen (3R,5R)-5-(3-['®F]fluorifenyyli)-3-[(R)-1-fenyylietyyliamino]-1-(4-
trifluori-metyylife-nyyli)pyrrolidiini-2-oni  (['*F]JFPATPP, ['®F]20). Merkkiaineen
['®F]19 in vivo -stabiilisuutta pyrittiin parantamaan kiinnittimélld ['*F]fluori suoraan
rengasrakenteeseen.®

Synteesissd kiytettiin ruteniumvilitteistd radioleimausta ja tutkittiin ['®F]fluoridin
(aq) aktivointimenetelmien vaikutusta radiokemialliseen saantoon. Lahtdaine liuotettiin
(syklopentadieeni)Ru(COD)Cl-kompleksin kanssa etanoliin ja ldmmityksen jéilkeen
reaktioseokseen  liséttiin ~ asetonitriiliin  liuotettu 1,3-bis(2,6-diisopropyyli-
fenyyli)imidatsoliumkloridi. Reaktioseos kéytettiin puhdistamattomana
radioleimauksissa. Reaktio-olosuhteiden optimoinnissa verrattiin eri ldmpdétiloja, jotka

olivat 100-130 °C ja 160 °C. Atseotrooppisen tislauksen reaktioissa kdytettiin ainoastaan
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160 °C lampotilaa. Reaktioajat olivat 10, 20, ja 30 minuuttia. 100 °C reaktioldmpdtilaa
kayttdmalla ei havaittu tuotetta. Reaktiolimpdtilaa nostamalla 160 °C:seen saavutettiin
kaksinkertainen radiokemiallinen saanto verrattuna 130 °C reaktioldmpdtilaan. Reaktio
tapahtui nopeammin, kun ['®F]fluoridin aktivointiin kiytettiin atseotrooppista tislausta.
10 minuutin reaktion jidlkeen havaittiin kaksinkertainen raakatuotteen radiokemiallinen
saanto, verrattuna kiintedfaasiuuton (SPE) reaktioihin. Atseotrooppisen tislauksen
yhteydessd kéytettdvd kaliumkarbonaatti paransi kiintedfaasiuuton yhteydessi
raakatuotteen radiokemiallista saantoa noin 30 prosenttia 30 minuutin reaktiossa.®
Prekliinistd arviointia varten tuotettu merkkiaine ['®F]20 valmistettiin 30 minuutin
reaktioajalla 160 °C lampotilassa hyodyntden kiintedfaasiuuttoa (kuva 11).
Kokonaissynteesiaika oli 87 + 5 min (n = 5). Saavutettu puoliintumisaikakorjattu
radiokemiallinen saanto oli 16,7 = 5,7 % (EOB, n = 5) ja molaarinen aktiivisuus > 95
GBq/umol (EOS, n = 1).% Radiokemiallinen puhtaus oli 99,9 = 0,1 % (n = 5), miki on
parempi verrattuna merkkiaineen [!8F]19 pitkdaikaisessa valmistuksessa havaittuun

radiokemialliseen puhtauteen.®*% Eluutiotehokkuus ioninvaihtopatruunasta oli 93 +2 %

(n=15).%

OH 18F
['éF]20

Kuva 13. ['8F]20 synteesi Ru-vilitteisesti (a) CpRu(COD), EtOH, 85 °C, 30 min (b)
Imid.Kloridi, CH3CN (c) ['®F]F (aq) aktivointi (d) '*F-fluoraus, CH3CN:DMSO, 160
°C, 30 min.

Merkkiaineen ['®F]20 stabiilisuus osoittautui hyviksi, koska merkittivii
merkkiaineen hajoamista ei havaittu 5 h synteesin loppuhetkestd (n = 2). Formuloidun
merkkiaineen ['8F]20 kiyttdajan arvioitiin olevan ainakin 300 minuuttia, mink4 aikana ei
synny merkittivii radioaktiivisia epdpuhtauksia.®® ['*F]20 etuna on stabiilisuus suhteessa
radiolyysiin ja defluorinaatioon, mikd mahdollistaa ldhes kolme kertaa pidemmaén
kéyttdajan verrattuna ['*F]19 merkkiaineeseen. 463
["®F]FPATPP:n soveltuvuutta arvioitiin in vivo ja ex vivo -tutkimuksissa hiirill.

Kertymédhuippu havaittiin 30 minuuttia injektion jélkeen, mikd vastaa merkkiaineen
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['®F]19 kertymihuippua.®®®® Suurimmat kertymit havaittiin neocotrexin alueella ja
hippokampuksessa.®> Poistuma alkoi heti kertymihuipun saavuttamisen jélkeen toisin

kuin ["®F]19 samankaltaisissa tutkimuksissa.®%%3

Spesifistd sitoutumista tutkittiin
rimonabantin avulla. Rimonabantti sitoutui CB1-reseptoreihin ja esti noin 60 % ['*F]20
sitoutumisesta 120 minuuttia injektion jélkeen yleisesti aivojen alueella, neocortexissa ja

hippokampuksessa (kuva 14).

Kuva 14. PET/CT-kuva hiiren aivoista. Vasemmalla koronaali ja transaksiaali PET/CT-
kuva 90-120 minuuttia injektiosta. Kiytetty merkkiaine ['F]JFPATPP. Oikealla
kuvattava hiiri esikisitelty rimonabantilla 2 mg/kg. Kuva julkaistu oikeuksien haltijan
luvalla.®

Autoradiografialla tehdyt ex vivo -tutkimukset tukivat tietoa spesifistd sitoutumisesta. 120
minuuttia injektion jilkeen havaittiin sitoutumista alueilla, missd on paljon CBI-
reseptoreita kuten aivojuoviossa, linssitumakkeen pallossa, hippokampuksessa,
aivokuoressa ja pikkuaivojen harmaassa aineessa. Lisdksi hippokampuksen ja aivokuoren
kerrokset erottuivat selvisti (kuva 15). Ex vivo -tutkimukset osoittivat myds ['*F]19

defluorinaation olevan kuusinkertainen verrattuna ['®F]20 merkkiaineeseen. Tiedon
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perusteella voidaan olettaa ['*F]20 olevan stabiilimpi suhteessa defluorinaatioon, koska
18F on kiinni suoraan aromaattisessa rengasrakenteessa eiki ['*F]fluorimetoksihénnéssa.
['®F]FPATPP osoittautui lupaavaksi merkkiaineeksi korkean kertymin ja spesifisen
sitoutumisensa ansiosta. Matala defluorinaatio ja nopea poistuminen tukevat myos
tulkintaa. Haasteena ['®F]20 merkkiaineen synteesissid on korkea ruteniumin pitoisuus
lopputuotteessa 7,8 = 1,8 pg/ml1.%> Ruteniumin suurin sallittu parenteraalinen altistuminen
on 10,8 ug/péiva, joten ennen kliinista kdyttod ruteniumin maarad lopputuotteessa tulisi

vihentd4. ¢

16180 PSL 28720

Kuva 15. Hiiren aivojen ex vivo autoradiografiakuvat 120 minuuttia injektion jdlkeen.
Kiytetty merkkiaine ['*F]JFPATPP. Oikealla kuvattava hiiri esikésitelty rimonabantilla 2
mg/kg. Kuva julkaistu oikeuksien haltijan luvalla.%

1.5. Leimausstrategiat

I8F_fluorausreaktioita ovat joko nukleofiilisia tai elektrofiilisia reaktioita. Elektrofiiliseen
BF_fluorauksessa kiytetiin ['®F]F.-kaasua, joka reagoi elektronirikkaiden alkeenien tai
aromaattisten rakenteiden kanssa additio tai substituution kautta. Haasteena
elektrofiilisessa '®F-fluorauksessa on ['®F]F2:n reaktiivisuus ja kantajakaasusta johtuva
alhainen molaarinen aktiivisuus lopputuotteessa. Reaktiivisuutta on hillitty kehittamélla

['®F]F2:sta  johdettuja sekundaarisia leimausreagensseja, kuten ['®F]Selectfluor
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bis(triflaatti).®” Nukleofiiliseen '*F-fluoraukseen kiytetddn usein ['*F]fluoridia.
Nukleofiilinen substituutio on reaktio, misséd nukleofiili korvaa molekyylissé 1dhtevin
ryhmin.  Alifaattisten yhdisteiden 'F-fluoraukseen kiytetdiin Sn2-mekanismia ja
lahtoaineessa ldhtevdnd ryhméné on tyypillisesti jodi, bromi, tosylaatti, mesylaatti tai
triflaatti.?” Areenien '*F-fluoraukseen kiytetiin SxAr-mekanismia. Lihtevini ryhméini
on usein nitroryhmd, trimetyyliammoniumsuola tai halogeeni, kuten fluori, bromi, kloori
tai jodi. Nukelofiilisen aromaattinen substituution onnistumiseksi aromaattisessa
renkaassa tulee usein olla elektroneja puoleensavetavd ryhmi orto- tai para-asemassa
suhteessa lihteviin ryhméin. %

['®F]fluoridi on solvatoituneena vesiliuoksessa '*O(p,n)'F ydinreaktion jilkeen ja on
huono nukleofiili vetyionien kanssa tapahtuvan vuorovaikutuksen seurauksena.
['®F]fluoridi aktivoidaan poistamalla vesi atseotrooppisen tislauksen tai kiintedfaasiuuton
avulla.  Atseotrooppisessa tislauksessa ['®F]fluoridi (aq) kiinnitetdin usein
ioninvaihtopatruunaan ja eluoidaan alkalimetallia, kuten kaliumkarbonaattia hyddyntéen.
Muita kiytettyji alkalimetalleja ovat cesium ja rubidium. ['®F]fluoridin liuokoisuuden
parantamiseen eluaatissa kéytetddn faasinvaihtokatalyyttejd, kuten Kryptofix 2.2.2 (21)
ja 18-kruunu-6 eetteri (22) ja tetra-alkyyliammoniumsuoloja. Eluoinnin jilkeen vesi
haihdutetaan atseotrooppisessa haihdutuksessa polaarisen aproottisen liuottimen ja
kaasuvirtauksen avulla.®® ['®F]fluoridi (aq) voidaan my®ds lisiti astiaan atseotrooppista
tislausta varten ilman ioninvaihtopatruunaa. Astian materiaaliin tulee kiinnittdd
huomiota, koska ['®F]fluoridi saattaa jdidd kiinni astian seinimiin.®® Vetysidosten
muodostumisen ehkiisemiseksi '®F-leimausreaktio tehdiéin polaarisessa aproottisessa
livottimessa, kuten N,N-dimetyyliformamidissa (DMF), dimetyylisulfoksidissa (DMSO)
tai asetonitriilissi. Kiintedfaasiuutossa ['*F]fluoridin aktivointiin ei tarvita haihdutusta,
jolloin synteesiaika lyhenee. ['®F]fluoridi (aq) kiinnitetdfin ioninvaihtopatruunaan ja
huuhdellaan veden poistamiseksi vedettomilld orgaanisella liuottimella. ['*F]fluoridi
eluoidaan patruunasta eméksen ja faasinvaihtokatalyytin avulla. Ioninvaihtopatruunan

aktivointi, eluaatti ja eluution nopeus vaikuttavat ['*F]fluoridin irtoamiseen patruunasta.”
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Kuva 16. Kryptofix 2.2.2:n (21) ja 18-kruunu-6 eetterin (22) rakenteet.

1.5.1. Siirtyméimetallivilitteinen '*F-fluoraus

Siirtymidmetallivilitteistd '8F-fluorausta on kiytetty areenien ja heteroareenien
radioleimauksiin. '*F-fluorauksia on tehty onnistuneesti muun muassa palladium-, nikkeli
ja ruteniumvilitteisesti.” "> Palladium- ja nikkelivilitteisessid '*F-fluorauksessa on
kuitenkin haasteena herkkyys kosteudelle ja lihtdaineiden haastavat synteesit. Lisdksi
synteesien automatisointi on vaikeaa.”’ Ruteniumkompleksit eiviit ole yhtd herkkii
kosteudelle, mutta ruteniumvilitteisessi '*F-fluorauksessa joudutaan kiyttiméiin
korkeita reaktiolimpétiloja.”!

Kuparivilitteiselli  '*F-fluorauksella on mahdollista radioleimata erilaisia
elektronirikkaita ja -kdyhid areeneja ja suorittaa radioleimaus synteesin myohdisessi
vaiheessa.” Kuparivilitteisetd '8F-fluorauksella voidaan radioleimata aryylistannaaneja,
aryyliboorihappoja ja -estereiti.’*’® Tredwell et al.”* kiyttiviit kuparivilitteisti '*F-
fluorausta pinakolijohdannaisten aryylibooriestereiden radioleimaamiseen.
Aryylibooriestereiden nukleofiiliseen BF_fluoraukseen kaytettiin
tetrakis(pyridiini)kupari(ID)triflaattia (Cu(OTf)2(py)s) ja ['*F]FK/K222:a. Mossine et al.”®
kehittivit menetelmén aryyliboorihappojen kuparivilitteiseen  '8F-fluoraukseen.
Synteesissi kiytettiin kupari(Il)triflaattia ja pyridiinid ['®F]FK:n lisiksi. Menetelmin
havaittiin olevan herkkd vahvoille emiksille kaliumkarbonaatin mi#ris lisittdessd.’
Aryylibooriestereiden ja -happojen kuparivilitteiset radiofluorausmenetelmét ovat
kéyttokelpoisia erilaisten funktionaalisten ryhmien yhteydessd.’*’® Makaravage et al.”
tutkivat aryyli- ja vinyylistannaanien kuparivilitteisti nukleofiilistd '*F-fluorausta
kiyttien kupari(ID)triflaattia, pyridiinié ja ['*F]FK:a. Menetelmilli saavutettiin paremmat
saannot ldhtOaineilla, jotka oli trimetyylitinattu verrattuna tributyylitinattuihin
lahtoaineisiin. Synteeseissd kéytettiin dimetyyliasetamidia tai dimetyyliformamidia,
koska asetonitriilid kdytettdessd ei havaittu tuotetta. Lisdksi pyridiinin mééran havaittiin

vaikuttavan reaktioon.”
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Kuva 17. Kuparivilitteinen 18F-fluoraus.

Kuparivilitteisissd  '®F-fluorauksissa [!®F]fluoridin aktivointiin kiytetdfin usein
atseotrooppista tislausta. Lahdenpohja et al.” ovat tutkineet kiintedifaasiuuton kiyttod
kuparivilitteisessi '®F-fluorauksessa. Kiintedfaasiuuttoa kiyttimilli kuiva ['*F]F on
kuitenkin eluoitavissa dimetyyliasetamidiin liuotetun Cu(OTf)2:n tai Cu(OTf)2(py)s:n
avulla ja  kiytettdvissi 'F-fluoraukseen ilman pitkikestoisia  vilivaiheita.
Ioninvaihtopatruunan aktivoinnilla havaittiin olevan vaikutusta ['*F]fluoridin eluution
tehokkuuteen. Parhaaksi menetelmiksi osoittautui 130 mg QMA-patruunan aktivointi

litiumtriflaatilla (0,5 M) ja vedelld, Cu(OTf),:n mérin ollessa 48 umol.”

1.6. Tutkimuksen tarkoitus

Tutkimuksen tarkoituksena oli valmistaa CBIl-reseptoreille spesifinen radioligandi
(3R,5R)-5-(3-['*F]fluorifenyyli)-3-[(R)-1-fenyylietyyli-amino]-1-(4-trifluori-metyylife-
nyyli)pyrrolidiini-2-oni ~ (['®F][FPATPP, ['8F]20). Tavoitteena oli  valmistaa
trimetyylitinattu lahtoaine (3R,5R)-5-(3-trimetyylistannyylifenyyli)-3-[(R)-1-
fenyylietyyliamino]-1-(4-trifluorimetyylifenyyli)-pyrrolidiini-2-oni ~ (23)  kdyttden
ldhtdaineina 3-bromibentsaldehydid, 4-aminobentsotrifluoridia ja etyylipyruvaattia seka
radioleimata valmistettu lihtdaine 23 kuparivilitteiselld '8F-leimauksella ['* F]JFPATPP:n
valmistamiseksi. Tavoitteena oli saavuttaa radioleimauksessa korkea molaarinen
aktiivisuus ja verrata kiintedfaasiuuttoa ja atseotrooppista tislausta ['®F]fluoridin

aktivoinnissa.
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2. Tulokset ja niiden tarkastelu

2.1. Lihtoaineen synteesi

Trimetyylitinattu 14dhtéaine (23) (3R,5R)-5-(3-trimetyylistannyylifenyyli)-3-[(R)-1-
fenyylietyyliamino]-1-(4-trifluorimetyylifenyyli)-pyrrolidiini-2-oni valmistettiin
onnistuneesti kuvassa 18 esitetylld synteesireitilli. Yhdiste 24 valmistettiin 3-
bromibentsaldehydistd ja 4-aminobentsotrifluoridista etikkahapossa 73 % saannolla.
Tuote 25 valmistettiin happokatalysoidulla reaktiolla yhdisteestd 24. Yhdisteen 25
synteesissd suodos kerdttiin talteen. Havaittiin, ettd yhdistettd 25 muodostuin
sdilytyspullon pohjalle. Tuotteen 25 astiaan oli kertynyt vakuumieksikkaattorissa
nestettd, miké ei sekoittunut tuotteeseen. Yhdisteen 26 saanto (10 %) oli alhainen johtuen
yhdisteen 25 ja (R)-(+)-1-fenyylietyyliamiinin vilisessd reaktiossa muodostuneiden
isomeerien suhteesta. Puhdistus tehtiin usealla pylvdilld, koska 6ljymiinen
haihdutusjdénnds liukeni heikosti etyyliasetaattiin. Kaikki reaktioissa muodostuneet
isomeerit saatiin eroteltua hyvin pylvaskromatografialla. Yhdisteen 23 synteesi
suoritettiin kahdella eri menetelmalld. Jdlkimm&inen menetelma osoittautui paremmaksi,
koska tuotteen havaittiin olevan puhtaampaa (NMR perustuen) ja puhdistus helpompaa.
NMR-ndytteiden liuotinjddmit ja vesi aiheuttivat haasteita spektrien tulkintaan.
Trimetyylitinasta johtuvat protonisiirtymét ja signaalien pééllekkdisyys vaikeutti

yhdisteen 23 spektrin tulkintaa.
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Kuva 18. Lahtoaineen 23 synteesi. Reagenssit ja olosuhteet: (a) AcOH (b) 1. 37 % HCI,
AcOH, huoneenldmpé 2. 60 °C (c) (R)-(+)-1-fenyylietyyliamiini, CH>Cl, (d) NaBH3CN,
AcOH (e) (PPh3)2PdClz, Sn(Me)s, tolueeni, 120 °C.
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2.2. Radioleimaus

["*F]FPATPP radioleimattiin kuparivilitteiselli '®F-leimauksella. ['®F]Fluoridin (aq)
aktivoinnin vaikutusta radiokemialliseen saantoon (RCY) tutkittiin kadyttimalld kahta
erilaista ['®F]fluoridin aktivointimenetelmii, kiintedfaasiuuttoa (SPE) ja atseotrooppista
tislausta. SPE-menetelmén reaktioissa kaytettiin 100 °C, 120 °C ja 140 °C lampétiloja ja
1, 5 ja 15 min reaktioaikoja. Atseotrooppisen tislauksen menetelmin reaktio suoritettiin
120 °C lampdtilassa 5 ja 15 min reaktioajoilla. Kokonaissynteesiaika oli noin 50
minuuttia.

SPE-menetelmissd ['®F]fluoridin irrottamiseen ioninvaihtopatruunasta kiytettiin
dimetyyliasetamidiin (DMA) liuotettua kuparitriflaattia. Eluutiotehokkuus oli 79,8 +2.9
% (n = 8). loninvaihtopatruunan huuhtelun toistamisella DMA:lla ei havaittu olevan
vaikutusta ['®F]fluoridin irtoamiseen.

Raakatuotteiden radiokemialliset saannot (HPLC-ajoihin pohjautuvat) eri
aikapisteissd on esitetty taulukossa 2. 1 min reaktioissa ei havaittu tuotetta SPE-
menetelmdd kéytettdessd. Reaktioajan pidentdmiselld 15 minuuttiin  havaittiin
kasvattavan radiokemiallista saantoa osassa 120 °C reaktioista. Atseotrooppista
menetelmad kiytettdessd RCY heikkeni huomattavasti reaktioaikaa pidennettiessi. SPE-
menetelmin reaktioiden radiokemialliset saannot olivat paremmat sekd 5, ettd 15
minuutin reaktioajoilla.

SPE-menetelmén puhdistetun tuotteen RCY oli 5,6 + 0,1 % (n =2) ja radiokemiallinen
puhtaus 88,0 = 4,7 % (n = 2). Puhdistetun tuotteen aktiivisuussaanto oli 245 MBq
synteesin loppuhetkelld ja molaarinen aktiivisuus 37 GBg/umol. Atseotrooppisen

menetelmin puhdistetun tuotteen RCY oli 1,2 % (n=1) ja RCP vain 52,3 % (n=1).

Taulukko 2. Raakatuotteen radiokemialliset saannot (HPLC-ajoihin pohjautuva, n = 3)

Reaktioaika Lampoétila  SPE, RCY  Atseotrooppinen, RCY

[min] ['C] [%] [%]
100 8,3+3,3 -

5 120 15,8 £2,6 14,5
140 17,3+3,1 -
100 7,8+2,7 -

15 120 29,1+ 14,0 2,9
140 12,9 +2,7 -
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3. Johtopiaitokset

['*F]FPATPP (['®F]20, (3R,5R)-5-(3-['8F]fluorifenyyli)-3-[(R)-1-fenyylietyyliamino]-1-
(4-trifluorimetyylifenyyli)pyrrolidiini-2-oni) onnistuttiin valmistamaan ldhtdaineesta 23
kiyttien molempia ['®F]fluoridin  aktivointimenetelmid Cu-vilitteisessd  '°F-
leimauksessa. Kiintedfaasiuuttoa kiyttimailld ['*F]fluoridin aktivointiin saavutettiin 5
kertaa suurempi radiokemiallinen saanto. Tuotteen puhtaus ei tiyttdnyt merkkiaineelle
asetettua radiokemiallisen puhtauden vaatimusta > 95 % ja molaarinen aktiivisuus jéi
alhaiseksi. Lopputuotteen radiokemialliseen puhtauteen vaikutti ['®F]fluoridin mééri,
mikd havaittiin radioHPLC-analyysissd. Semipreparatiivista puhdistusta tulisi kehittda
jatkossa, jotta lopputuotteen radiokemiallinen puhtaus tayttéisi sille asetetut vaatimukset.
Lisiksi ['®F]fluoridin méirin lopputuotteessa voisi médritti radio-TLC médritykselli.
Lampotilan nostaminen kasvatti raakatuotteen radiokemiallista saantoa, mutta
reaktioaikaa pidennettdessd havaittiin 120 °C ldmpdtilan olevan optimaalisin. Jatkossa
olisi kuitenkin tutkittava, oliko 120 °C, 15 minuutin reaktiossa hajonnan aiheuttava
raakatuotteen radiokemiallisen saannon lasku poikkeus yhdessa reaktiossa.

['F]FPATPP:a on valmistettu aiemmin ruteniumvilitteisesti, mutta haasteena on
ollut korkea Ru-pitoisuus lopputuotteessa.®> Tihin haasteeseen pystytiéin vastaamaan
Cu-vilitteiselld radioleimauksella, koska kuparilla on korkeampi sallittu parenteraalisen
altistumisen raja 340 pg/piiva.°® Puhdistetusta lopputuotteesta tulisi jatkossa madrittis
kuparijiamit. Lisdksi Cu-vilitteisessi '®F-leimauksessa reaktio-olosuhteet olivat
maltillisemmat verrattuna Ru-vilitteiseen '®F-leimaukseen.

Mikédli valmistettua merkkiainetta kaytettdisiin kuvantamiseen, injisoitavan
formuloidun merkkiaineen médrén tulisi olla korkea alhaisen molaarisen aktiivisuuden
vuoksi. Tdma voisi johtaa CB1-reseptoreiden miehitykseen ei-radioaktiivisen yhdisteen
toimesta ja heikentéii PET-kuvan laatua. Lisiksi lopputuotteessa havaittu ['*F]fluoridi

aiheuttaisi vadristyméa kuvantamistulokseen sen kertyessé luihin.
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4. Materiaalit ja menetelmiit

4.1. Yleiset menetelmiit

Lahtoaine (3R,5R)-5-(3-bromifenyyli)-3-[(R)-1-fenyylietyyliamino]-1-(4-trifluori-
metyylifenyyli)-pyrrolidiini-2-oni (23) valmistettiin mukailemalla Donohue et al.
kehittimiid FMPEP-d» synteesid.’® Lopputuote ja kaikki vilituotteet karakterisoitiin
NMR-spektroskopialla kdyttden Bruker Avance-III 500MHz -laitetta. Reaktioiden
onnistuminen testattiin pienemmaissé skaalassa ennen siirtymisté toteutuneisiin méériin.
Pylviaskromatografisessa puhdistuksessa kaytettiin  TLC-menetelmdd isomeerien
erottumisen seurantaan ja oikeaan fraktiointiin. Kaytetyt TLC-levyt olivat TLC Silica gel
60 F2s4 ja eluenttina kéytettiin EtOAc/Heksaani 1:4. Synteeseissd kiytetyt kemikaalit
olivat kaupallisesti hankittuja.

4.2. Lihtoaineen synteesi

4.2.1. 5-(3-Bromifenyyli)-1-(4-trifluorimetyylifenyyli)-3-(4-trifluorimetyylifenyyli-
amino)-1,5-dihydropyrrol-2-oni (24)

3-bromibentsaldehydid (10,0 ml, 85,7 mmol) liséttiin 100 % etikkahappoon (80 ml).
Liuokseen liséttiin 4-aminobentsotrifluoridia (32,3 ml, 257,3 mmol). Seokseen liséttiin
etyylipyruvaattia (9,45 ml, 85,4 mmol) ja sekoitettiin huoneenldmmdssi 23 h. Kellertdva
saos suodatettiin ja pestiin 20 % MTBE/heptaani -liuoksella ja kuivattiin imussa, jolloin
saatiin lihes valkoinen jauhe 24 (34,2 g, 73 %). '"H NMR (500MHz, DMSO-ds): § 8.70
(s, 1H), 7.89 (d, 2H, J= 8.5 Hz), 7.74 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 7.61 (s, 1H), 7.57 (d, 2H, J =
8.5Hz),7.49 (d, 2H, J= 8.5 Hz), 7.45-7.43 (m, 1H), 7.25 (t, 2H, J=2.5 Hz), 6.65 (d, 1H,
J=2.5Hz), 6.24 (d, 2H, J= 2.5 Hz).

4.2.2. 5-(3-Bromifenyyli)-1-(4-trifluorimetyylifenyyli)-pyrrolidiini-2,3-dioni (25)

Yhdistettd 24 (34,2 g, 63,1 mmol), 100 % etikkahappoa (160 ml) ja 37 % vetykloridia
(200 ml) sekoitettiin 22 h huoneenldammdssd. Heterogeenistd seosta lammitettiin 60 °C
lampdtilassa 1 h. Seos kaadettiin jdiden sekaan, sekoitettiin ja annettiin seistd 1 h. Saos
suodatettiin imussa, pestiin vedelld ja kuivattiin vakuumieksikkaattorissa. Lahtoaineen
poistamiseksi lisdttiin 100 % etikkahappoa (160 ml) ja 37 % HCl:a (200 ml) ja sekoitettiin
huoneenldammdossd 22 h. Keltaiseen liuokseen jdi tumman oranssia kiintedd ainetta, joka
ei liuennut. Seos kaadettiin 2 1 jiité, sekoitettiin ja annettiin seistd 1 h. Syntyi vaalean
keltainen saos ja oranssit kiintedt paakut pystyttiin murskaamaan. Saos suodatettiin
imussa, pestiin ja kuivattiin vakuumieksikkaattorissa yon yli, jolloin saatiin yhdiste 25.

'H NMR (500MHz, DMSO-de): & 8.77 (s, 1H), 7.89 (d, 1H, J= 9.0 Hz), 7.81 (d, 2H, J =
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8,5 Hz), 7.76 (d, 1H, J = 4.0 Hz), 7.75 (d, 1H, J = 8.5 Hz), 7.69 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 7.56
(d, 1H, J=9.0 Hz), 7.52 (1H), 7.49 (d, 1H, J = 8.5 Hz), 7.44 (d, 1H, J = 8.0 Hz), 7.25 (1,
2H, J = 8.0 Hz), 7.21 (d, 1H, J = 8.0 Hz), 6.66 (d, 1H, J= 3.0 Hz), 6.24 (d, 1H, J= 3.0
Hz), 6.03 (d, 1H, J = 3.0 Hz), 6.00 (d, 1H, J = 2.5 Hz), 5.80 (dd, 1H, J = 7.5, 4.5 Hz),
3.38 (m, 1H), 2.73 (dd, 1H, J = 13.0, 8.0 Hz).

4.2.3. (R)-5-(3-Bromifenyyli)-3-[(R)-1-fenyylietyyliamino]-1-(4-trifluorimetyylife-
nyyli)-1,5-dihydropyrrol-2-oni (26)

(R)-(+)-1-fenyylietyyliamiinia (6,41 ml, 50,4 mmol) liséttiin yhdisteen 25 (10 g, 25,2
mmol) ja CH2Cly (63,7 ml) liuokseen. Liuosta sekoitettiin huoneenldammossd 18 h.
Tummanruskea liuos haihdutettiin pyorohaihduttajalla  kuiviin. Tummanruskea
6ljymiinen haihdutusjdénnds liuotettiin mahdollisimman pienecen mairdédn EtOAc:a ja
lisdttiin silikasta ja heksaanista valmistettuun pylvddseen. Materiaali puhdistettiin
pylviskromatografialla (1-15 % EtOAc/heksaani), jolloin saatiin toisena eluoitunut
isomeeri 26, vaaleanpunainen 6ljy (1,28 g, 10 %). 'H NMR (500MHz, DMSO-ds): § 7.79
(d, 2H, J= 8.5 Hz), 7.67 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 7.35 (d, 2H, J = 7.5 Hz), 7.30 (d, 1H, J =
9.0 Hz), 7.28-7.25 (m, 2H), 7.22 (1H), 7.17-7.14 (m, 1H), 7.11 (t, 1H, J = 8.0 Hz), 7.01
(d, 1H, J=8.0 Hz), 5.93 (d, IH, J=7.5 Hz), 5.90 (d, 1H, J=2.5 Hz), 5.19 (d, 1H, J =
2.5Hz),4.36-4.31 (m, 1H), 1.4 (d, 3H, J=7.0 Hz).

4.2.4. (3R,5R)-5-(3-Bromifenyyli)-3-[(R)-1-fenyylietyyliamino|-1-(4-trifluorimetyy-
lifenyyli)-pyrrolidiini-2-oni (27)

Natriumsyanoboorihydridi (211 mg, 3,36 mmol) lisdttiin reaktioastiaan yhdisteen 26
(0,84 g, 1,68 mmol) kanssa. Reaktioastiaan liséttiin 100 % etikkahappoa (8,4 ml) ja
sekoitettiin huoneenldmmossd 1 h. Reaktion suojakaasuna kéytettiin argonia. Liuos
liséttiin hitaasti kyllaiseen NaHCO3 -vesiliuokseen. Liuokseen liséttiin etyyliasetaattia,
pestiin vedelld ja kylldiselld NaCl -vesiliuoksella. Liuosta kuivattiin natriumsulfaatilla ja
haihdutettiin kuiviin pydrohaihduttajalla. Vaalean keltaiset kiteet liuotettiin pieneen
madrdin etyyliasetaattia ja lisdttiin silikasta ja heksaanista valmistettuun pylviéseen.
Materiaali puhdistettiin pylvaskromatografialla (3—30 % EtOAc/heksaani), jolloin saatiin
ensimmiisend eluoitunut isomeeri 27, valkoisia kiteitd (631 mg, 74 %). 'H NMR
(500MHz, DMSO-ds): 6 7.62 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 7.53 (d, 3H, J = 8.5 Hz), 7.36 (d, 3H,
J=1.5Hz), 7.29-7.32 (m, 2H), 7,25 (d, 1H, J = 7.5 Hz), 7.23-7.19 (m, 2H), 5.27-5.24
(m, 1H), 4.38-4.34 (m, 1H), 3.44-3.43 (m, 1H), 2.77 (br, 1H), 2.49-2.45 (m, 1H), 1.57-
1.51 (m, 1H), 1.31 (d, 3H, J= 7.0 Hz).
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4.2.5. 3R,5R)-5-(3-Trimetyylistannyylifenyyli)-3-[ (R)-1-fenyylietyyliamino]-1-(4-
trifuorimetyylifenyyli)-pyrrolidiini-2-oni (23)

Yhdiste 27 (325 mg, 0,65 mmol) ja (PPh3)PdCl> (42,4 mg, 0,06 mmol) lisdttiin
reaktioastiaan, jossa kdytettiin suojakaasuna argonia. Reaktioastiaan liséttiin kuivaa
tolueenia (10 ml) ja heksametyyliditina (0,27 ml, 1,29 mmol). Sekoitettiin 120 °C
lampdtilassa yon yli. Reaktioseoksen annettiin jddhtyd ja mustaan seokseen liséttiin vettd
ja etyyliasetaattia. Orgaanista faasia pestiin vedelld, kylldiselld NaCl -vesiliuoksella ja
kuivattiin natriumsulfaatilla. Liuos haihdutettiin kuiviin pyorohaihduttajalla ja saatiin
keltaista 6ljya. Silikasta ja heksaanista valmistettiin pylvds ja raakatuote puhdistettiin
pylviaskromatografialla (1-22 % EtOAc/heksaani), jolloin saatiin ensimmaéisend
eluoitunut tuote 23, vaaleita kiteitd (259 mg, 68 %).

Reaktio suoritettiin toisella menetelmalld lisidmaélla reaktioastiaan yhdistettd 27 (194
mg, 0,39 mmol) ja (PPh3);PdCL (25 mg, 0,036 mmol). Typpikaasulla suojattuun
reaktioastiaan liséttiin kuivaa toulueenia (10 ml) ja heksametyyliditina (0,16 ml, 0,77
mmol). Sekoitettiin 120 °C lampoétilassa yon yli. Reaktioseoksen annettiin jadhtyi ja se
huuhdeltiin metanolilla suodattimeen, jossa oli metanolilla kasteltu Celite®545.
Suodatettu liuos haihdutettiin kuiviin pyor6éhaihduttajalla ja saatiin tummanruskeaa 6ljya.
Silikasta ja  heksaanista valmistettiin  pylvds ja raakatuote puhdistettiin
pylvaskromatografialla (1-25 % EtOAc/heksaani), jolloin saatiin ensimmaéisend
eluoitunut tuote 23, valkoisia kiteitd (142 mg, 62 %). 'H NMR (500MHz, DMSO-dg): §
7.59 (d, 2H, J=8.5 Hz), 7.51 (d, 2H, J=8.5 Hz), 7.37 (d, 2H, J= 7.0 Hz), 7.30 (t, 2H, J
=17.5Hz), 7.29 (s, 1H), 7.27-7.25 (m, 1H), 7.23-7.18 (m, 2H), 7.16-7.14 (m, 1H), 5.24-
5.21 (m, 1H), 4.33-4.31 (m, 1H), 3.48-3.43 (m, 1H), 2.72-2.70 (m, 1H), 2.45-2.41 (m,
1H), 1.56-1.49 (m, 1H), 1.31 (d, 3H, J = 6.5 Hz), 0.18 (m, 9H).

4.3. Radiokemian yleiset menetelmiit
Radiokemialliset saannot ja molaariset aktiivisuudet puoliintumisaikakorjattiin
sdteilytyksen loppuhetkeen. Tuotteiden oikeellisuus, radiokemiallinen saanto ja puhtaus
madritettiln  radioHPLC-menetelmalld. Referenssind kaytettiin stabiilia FPATPP
yhdistettd. Raakatuotteiden radiokemialliset saannot perustuvat radioHPLC-ajoihin.
HPLC-kolonnilta eluoitunut radioaktiivisuus mitattiin kokonaisuudessaan ja tuotteen
fraktio keréttiin erikseen mittausta varten.

Semipreparatiivisessa HPLC-puhdistuksessa kdytettiin Jasco PU-2089 Plus HPLC-
pumppua ja Luna C18 kolonnia (10 gm, 10,0 mm X 250 mm). Isokraattisessa metodissa

eluenttina kéytettiin 57/43 1 % TFA:a HoO/CH3CN:ssé + askorbiinihappo (500 mg/ml).
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Virtausnopeus oli 8 ml/min ja UV-detektorin aallonpituus A = 254 nm. Analyyttiseen
radioHPLC-maaritykseen kaytettiin VWR Hitachi L-2130 HPLC-pumppua, VWR
Hitachi L-2400 UV-detektoria ja Nal-kiteeseen perustuvaa tuikeilmaisinta.
Isokraattisessa metodissa eluenttina kéytettiin 55/45 0,1 % TFA:a H>O/CH3CN:ssé ja
Luna C5 kolonnia (5 um, 4,6 mm X 150 mm, 100 A). Virtausnopeus oli 0,95 ml/min ja
UV-detektorin aallonpituus A = 254 nm.

4.4. Radioleimaus

['8F]F- (aq) valmistettiin syklotronilla siteilyttimailld '*O-rikastettua vetti protoneilla.
Kohtiolta kuumakemiakammioon siirretty fluoridi oli solvatoituneena vesiliuokseen ja
nukleofiilisyyden parantamiseksi siitd poistettiin vesi. Aktivointi suoritettiin kahdella eri
menetelmalld, kiintedfaasiuutolla (SPE) ja atseotrooppisella tislauksella. Synteesit tehtiin
kuumakemiakammioissa. SPE-menetelmii kiytettdessd ['°F]fluoridin aktivointiin,
synteeseissd kiytettiin PET-keskuksessa rakennettua synteesilaittetta (kuva 19).

Synteesilaitetta ohjattiin kuumakemiakammion ulkopuolelta ohjausyksikon avulla (kuva
20).
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Kuva 19. Synteesilaite synteesivalmiina kuumakemiakammiossa.
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Kuva 20. Synteesilaitteen ohjausyksikon nidkyma.

4.4.1. ['SFIFPATPP synteesi kiinteifaasiuutolla

SPE-aktivoinnissa ['®F]fluoridi kiinnitettiin ioninvaihtopatruunaan (Sep-Pak QMA
Light, Waters), joka oli aktivoitu ennen synteesid litiumtriflaatilla (aq) (10 ml, 0,1 M) ja
vedelld (20 ml). Patruuna huuhdeltiin veden poistamiseksi dimetyyliasetamidilla (5 ml).
["*F]F" eluoitiin patruunasta DMA:in (0.5 ml) liuotetun kuparitriflaatin (17,8 £ 0,2 mg)
avulla reaktioastiaan, jossa oli DMA:in (50 ul) livotettu 1dhtéaine 23 (4,8 = 0,2 mg) ja
pyridiini (50 ul). Radioaktiivisuuden irtoamista ioninvaihtopatruunasta seurattiin Geiger-
Miiller-putkilla. Radioleimausreaktiot tehtiin 100 °C, 120 °C ja 140 °C lampdtiloissa.
Reaktioajat olivat 1, 5 ja 15 min jokaisessa lampdtilassa. Jokaisesta reaktiosta kerittiin
ndyte (5-20 ul) radioHPLC:td varten. Naytteet liuotettiin HPLC-eluenttiin (200 ul). 120
°C, 15 min reaktiosta jatkettiin semipreparatiiviseen puhdistukseen tuotteen
radiokemiallisen saannon maédrittdmiseksi ja reaktioseos liuotettiin 1 % TFA:a (aq) (1,0

ml). Semipreparatiivista puhdistusta jatkettiin radioHPLC-analyysi.
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Kuva 21. [“®FJFPATPP:n (['®F]20) kuparivilitteinen !'SF-fluoraus kéyttien
kiintedfaasiuuttoa ['*F]fluoridin aktivointiin.

4.4.2. ['"SFIFPATPP synteesi atseotrooppisen tislauksen menetelmilli

Atseotrooppisen tislauksen menetelmissi ['®F]fluoridi (aq) kuivattiin atseotrooppisella
tislauksella asetonitriilin ja heliumvirtauksen avulla. Tislaus suoritettiin 120 °C
lampotilassa 8 + 5 + 5 min ja 1, 1 ja 0,5 ml CH3CN:n lisdyksilld. Reaktioastiassa oli
["®*F]fluoridin (aq) lisiksi MeCN:n (100 ul) liuotetut K,CO3 (2,3 mg) ja Kryptofix Kz,
(6,9 mg). Tisti muodostuneen kuivan ['8F]JFK/Kz-kompleksin —sisiltiviin
reaktioastiaan lisdttiin DMA:in (0,5 ml) liuotettu Cu(OTf) (8,9 mg), pyridiini (50 ul) ja
DMA:in (50 ul) liuotettu 1dhtéaine 23 (4,5 mg). Radioleimausreaktio suoritettiin 120 °C
lampdtilassa 5 ja 15 min reaktioajoilla. Molemmista reaktioista kerdttiin ndyte (10-20 ul)
radioHPLC:td varten. Néytteet liuotettiin HPLC-eluenttiin (200 ul). 15 min reaktiosta
jatkettiin semipreparatiiviseen puhdistukseen ja reaktioseos liuotettiin 0,1 % TFA:a (aq)

(1,0 ml). Semipreparatiivista puhdistusta seurasi radioHPLC-analyysi.
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Kuva 22. ['"*F]FPATPP:n (['*F]20) kuparivilitteinen '*F-fluoraus kiyttien
atseotrooppista tislausta ['*F]fluoridin aktivointiin.
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